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梨 小 食心虫 微 卫星 标记 的 扩 增 稳定 性 及 多 态 性 分 析 
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摘要 :【 目 的 】 筛 选 适合 我 国 梨 小 食心虫 Grapholita molesta 种 群 遗 传 学 研究 的 微 卫星 位 点 ,并 依据 所 筛选 的 微 卫 星 
位 点 进行 梨 小 食心虫 地 理 种 群 的 遗传 多 样 性 分 析 。[ 方 法 ] 利 用 欧洲 梨 小 食心虫 和 苹果 堵 蛾 Cydia pomonella 种 群 
中 已 报道 的 11 个 微 卫 星 位 点 , 分 析 各 位 点 在 我 国 12 个 种 群 257 头 梨 小 食心虫 样本 中 的 扩 增 稳定 性 ,再 进行 其 多 
态 性 分 析 ,筛选 适合 的 位 点 ,然后 进行 种 群 遗 传 多 态 性 分 析 。 【结果 】 在 分 析 的 11 个 微 卫星 位 点 中 , 位 点 Gm01， 
Gm03, Gm04 和 Cyd15 无 法 稳定 扩 增 ; 位 点 Gm05 扩 增 成 功率 较 低 , 位 点 Gm07 遗传 多 态 性 较 低 ; 而 位 点 Gm02, 
Gm06, Gm08, Gm09 和 Gml0 等 扩 增 效果 稳定 且 遗 传 多 态 性 丰富 。 这 5 个 稳定 扩 增 的 微 卫星 位 点 平均 等 位 基因 数 
量 (N) 为 7.417 ~12.500, 平均 观察 杂 合 度 (及 ,) 为 0.366 ~0.655 , SETS 2B Ze HE ( H.) H 0.642 ~0.846, 多 态 信 
息 含量 (PC) 为 0.800 «0.935, [536 ] 本 研究 成 功 筛选 出 位 点 Gm02, Gm06, Gm08 , Gm09 和 Gm10 等 5 个 微 卫 
位 点 。 基 于 这 5 个 微 卫星 位 点 标记 的 结果 显示 , 山东 和 陕西 不 同 梨 小 食心虫 地 理 种 群 均 具 有 丰富 的 遗传 多 样 性 。 
这 5 个 位 点 可 以 适用 于 我 国 梨 小 食心虫 种 群 的 进一步 遗传 分 析 研究 。 
关键 词 : 梨 小 食心虫 ; 地 理 种 群 ; 微 卫星 位 点 ; 扩 增 稳定 性 ; 遗传 多 态 性 ; 无 效 等 位 基因 
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Amplification stability and polymorphism of microsatellite loci in the 
oriental fruit moth, Grapholita molesta ( Lepidoptera; Tortricidae ) 
in China 
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Abstract: [ Aim] The objective of this research was to screen microsatellite loci which were available for 






























































































































































































































































population genetic research of the oriental fruit moth, Grapholita molesta in China. [ Methods ] The 
amplification stability and genetic polymorphism of 11 microsatellite loci previously reported in European 
populations of G. molesta and Cydia pomonella were characterized from 257 individuals from 12 
geographic populations of China. The screened polymorphic microsatellite loci were then used for 
population genetic analysis of the G. molesta populations. [Results] The results showed that loci Gm01, 
Gm03 , Gm04 and Cyd15 could not be amplified from the samples. Gm05 could be amplified from a low 
proportion of individuals. Gm07 could be stably amplified, but was weakly polymorphic. Loci Gm02, 
Gm06 , Gm08, Gm09 and Gm10 showed high polymorphism and could be amplified stably. For the five 
polymorphic loci, the mean number of alleles ( V,) ranged from 7. 417 to 12. 500, the values of mean 
observed heterozygosity ( H,) and expected heterozygosity ( H,) were from 0. 366 to 0. 655 and from O. 
642 to 0. 846, respectively, and the polymorphic information content ( PIC) was between 0. 800 and 0. 
935. [Conclusion] We successfully selected five loci, i. e., Gm02, Gm06, Gm08, Gm09 and Gm10. 
High genetic diversity of G. molesta populations sampled in Shandong Province and Shaanxi Province was 
revealed by data from these five loci. These five loci can be used for further population genetics research 


of G. molesta populations from China. 
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梨 小 食心虫 Grapholita molesta ( Busck ) Jgi 88 $H 
H (Lepidoptera) , 2$ 8f ( Tortricidae) , 是 世界 性 的 
EH kR E p Z — (Rothschild and Vickers, 1991; 
Timm et al., 2008; Torrian et al., 2010), d Eg] 48 
小 食心虫 的 起 源 地 之 一 (Rothschild and Vickers, 
1991; Timm et al., 2008) ， 该 虫 在 我 国 除了 西藏 未 
见报 道外 , 其 他 地 区 均 有 分 布 。 梨 小 食心虫 在 我 国 
不 同 地 区 一 年 发 生 3 ~7 代 , 其 幼虫 性 食 桃 、 李 、 樱 
桃 . 杏 、 梅 海棠 等 寄主 的 嫩 梢 ,以 及 桃 、 梨 、 梅 、 苹 



























































但 是 这 些 欧洲 种 群 中 的 位 点 在 我 国 种 群 中 是 否 能 稳 
定 扩 增 还 不 明确 , 本 研究 将 分 析 这 些 已 经 报道 的 微 
卫星 位 点 在 采 自 我 国 的 梨 小 食心虫 种 群 中 的 扩 增 稳 
定性 情况 ,以 期 筛选 出 扩 增 多 态 性 高 , 扩 增 效果 稳 
定 的 微 卫 星 位 点 ,并 优化 扩 增 这 些 位 点 的 PCR 反 
应 体系 和 反应 条 件 ， 为 进一步 我 国 研究 梨 小 食心虫 
种 群 的 遗传 多 样 性 提供 合适 的 微 卫星 标记 。 

种 群 遗 传 多 样 性 相关 研究 能 够 阐明 寄主 隔离 、 
地 理 隔 离 .季节 变化 、 害 虫 防治 方法 等 因素 均 对 同一 
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害虫 不 同 种 群 间 的 遗传 演化 基因 交流 、 抗 药性 发 展 























寄主 的 果实 和 枇杷 幼苗 的 主干 ,果树 嫩 梢 被 害 后 万 
B, 影响 生长 ,果实 被 销 星 危害 后 大 量 落 果 , 产量 
和 品质 受到 严重 影响 , 因此 该 虫 每 年 给 我 国 水 果 生 
产 造成 重大 的 经 济 损 失 ( 王 源 岂 等 ,1999; 陈 梅 香 
等 , 2009)。 国 内 关于 到 小 食心虫 的 地 理 分 布 .危害 
特性 .生物 学 与 生态 学 特性 、 发 生 规律 及 综合 防治 等 
方面 的 研究 十 分 深入 , 而 关于 其 遗传 多 态 性 的 研究 
鲜 有 报道 ( 王 源 赋 等 ,1999; H, 2008; 陈 梅香 
等 , 2009 ) 。 

微 卫 星 标记 因 其 数量 多 、 分 布 广 、 多 态 性 丰富 、 
共 显 性 遗传 . 易 检 测 、 适 用 于 自动 化 分 析 等 特点 
(Weber and May, 1989; 王 永 模 等 ，2007; 张 玲 ， 
2007; Mikac, 2010) ， 目 前 被 广泛 应 用 于 昆虫 的 种 
群 遗传 多 样 性 研究 ( Roderick , 1996 ; 389555, 2001; 
Chen and Dorn, 2010; 安 建 东 等 , 2011)。 微 卫星 基 
因 的 侧 蛋 区 在 种 内 具有 高 度 的 保守 性 , 但 有 时 也 会 
发 生 碱 基 突 变 , 从 而 使 基于 侧翼 区 设计 的 引物 扩 增 
失效 (Paetkau and Strobeck, 1995) 。 鳞 翅 目 昆虫 的 
许多 微 卫星 序列 存在 于 基因 组 的 多 个 拷贝 单元 中 ， 
并 且 其 侧翼 区 序列 非常 相似 ， 该 特点 使 得 成 功 开发 
鳞 翅 目 昆 虫 的 微 卫星 位 点 更 加 困难 (Zhang, 2004 ) 。 
由 于 开发 新 的 微 卫 星 位 点 费用 高 .工作 量 大 ( Zane et 
al., 2002) , 因此 ,从 相同 种 或 者 近 缘 物种 已 经 报道 
的 微 卫星 引物 中 筛选 合适 的 引物 ， 是 通常 采用 的 一 
种 简单 方便、 快捷 并 且 经 济 适用 的 方法 (Kim et al., 
2008)。 但 是 , 相同 物种 的 微 卫 星 引 物 在 不 同 种 群 
中 的 个 体 中 具有 不 同 的 扩 增 稳定 性 与 遗传 多 样 性 ， 
这 可 能 是 长 期 的 地 理 隔离 导致 微 卫 星 位 点 侧 惨 序列 
改变 , 或 者 导致 微 卫星 位 点 缺失 (Ravel et al., 
2002; 门 秋 雷 等 , 2012) 。 梨 小 食心虫 的 微 卫 星 位 
点 在 欧洲 种 群 中 已 有 报道 (Torriani et al., 2010), 




































































— 





等 产生 影响 , 这 对 于 优化 和 制定 害虫 的 综合 防治 具 
有 重要 理论 与 实践 意义 (Franck et al., 2007; Timm 
ef al., 2008; Fenton et al., 2010; Torriani et al., 
2010; Kirk et al., 2013) 。 本 研究 利用 我 国 采集 的 
12 个 梨 小 食心虫 种 群 ， 分 析 在 欧洲 种 群 中 已 报道 
的 10 个 梨 小 食心虫 微 卫 星 位 点 和 1 AIR SEHE TR 
Cydia pomonella (L. ) 微 卫 星 位 点 在 我 国 梨 小 食 心 
虫 样本 中 的 扩 增 稳定 性 和 遗传 多 样 性 ， 旨 在 第 选 出 
适合 我 国 梨 小 食心虫 种 群 遗 传 学 研究 的 微 卫 星 位 
点 , 并 分 析 山 东 和 陕西 不 同 地 理 种 群 的 遗传 多 样 
性 ,为 进一步 深入 开展 我 国 梨 小 食心虫 的 种 群 多 样 
性 研究 和 综合 防治 莫 定 基础 。 























1 材料 与 方法 


1.1 样本 采集 

于 2011 年 8 月 -2013 年 8 月 , 分 别 在 我 国 主 
要 水 果 产 区 山东 省 和 陕西 省 的 桃 、 梨 和 苹果 不 同 果 
园 采 集 梨 小 食心虫 样本 ( 表 1) 。 每 个 采样 区 选取 1 
个 有 代表 性 的 果园 , 每 个 果园 采集 梨 小 食心虫 试 忠 
30 ~50 头 左右 ， 同 一 果园 各 头 试 虫 采集 距离 相隔 
10 m EL E, 每 棵 果树 上 只 采集 1 头 坛 虫 , 以 此 保证 
所 采集 的 个 体 不 是 同一 个 亲本 的 后 代 , 同一 地 点 的 
同一 果园 采集 的 试 虫 视 为 一 个 种 群 。 试 虫 采集 时 ， 
将 采 自 果树 嫩 梢 或 者 果实 中 的 幼虫 剥 出 ; 在 有 些 大 
型 果园 中 , 由 于 采用 果实 套 袋 结 合 密集 的 农药 防 
治 , 果园 内 很 难 采 集 到 幼虫 , 本 研究 在 这 些 大 型 果 
园 分散 悬 挂 信息 素 族 芯 , 在 果园 内 每 隔 10 m 左右 
挂 一 个 信息 素 诱 必 (北京 中 捷 四 方 公司 产品 ) , 悬挂 
高 度 约 1.5 m, 连续 5 d 在 果园 不 同位 置 悬 挂 诱 忆 ， 
每 天 挂 8 个 ,每 天 从 每 个 诱 虫 板 上 取 AEE D 





























































































































11 # XP 
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E; 所 有 采集 的 幼虫 或 者 成 虫 样本 置 于 无 水 乙醇 
F, 带 回 实验 室 后 -20% 条 件 下 保存 备用 。 
1.2 基因 组 DNA 提取 

从 各 种 群 中 随机 取 19 ~ 22 头 梨 小 食心虫 样本 ， 
采用 北京 全 式 金 生 物 技 术 有 限 公 司 的 EasyPure 
Genomic DNA Kit 试剂 盒 ， 分 别 单 头 提取 各 头 试 虫 








*1 


的 基因 组 DNA, 提取 方法 参照 试剂 盒 说 明 书 。 幼 
虫 样本 直接 匀 浆 后 进行 基因 组 DNA 提取 ; JRE 
样本 提取 基因 组 DNA 前 , 先 将 样本 整体 温 泡 于 二 
甲 茶 中 5 ~ 10 min， 以 去 除 样本 表面 的 粘 虫 胶 。 用 
1% 丈 脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 提取 的 基因 组 DNA. 的 完 
整 性 。 




















我 国 山东 和 陕西 不 同 地 区 采集 的 梨 小 食心虫 样本 信息 


Table1 Sampling information of Grapholita molesta populations from different regions of Shandong 


Province and Shaanxi Province of China 





检测 样本 数 












































种 群 代码 Number of 采集 地 点 纬度 /经 度 试 虫 虫 态 寄主 植物 采集 时 间 
Population code . divid i uad Sampling location Latitude/ Longitude Sampling stage Host plant Sampling date 
individuals teste 
山东 泰安 南 马 套 36°65. 543'N, 幼虫 桃 
TNM 22 2011.08 
X Nanmatao, Tai’ an, Shandong 117200. 521'E Larval Peach 
TSZ 22 山东 泰安 上 庄 ed de RE FA 2011.08 
n Shangzhuang, Tai' an, Shandong 117216. 718'E Adul Apple ` 
TXJ 22 aod iud 0 O BOTN, wo di 2011.08 
Xujiazhuang, Tai’ an, Shandong 117?13.366'E Adul Pear f 
WPY 22 山东 潍坊 平原 36720.910"N, RE 苹果 2011 08 
Pingyuan, Weifang, Shandong 118°55. 389'E Adul Apple : 
ws 95 山东 潍坊 红 纱 沟 36°20. 284'N, RE 桃 2011.08 
~ Hongshagou , Weifang, Shandong 118°56. 300'E Adul Peach i 
山东 潍坊 桃园 乡 36°22. 699'N, E E 
TY 22 : 2011.0 
Y Taoyuan, Weifang, Shandong 119?35.535'E Adul Pear ? 
YJP io 山东 烟台 巨 盆 李 家 37?31.978'N, 幼虫 pt 2011.08 
Jupenlijia, Yantai, Shandong 121?12.106'E Larval Peach I 
Yxs 22 山东 烟台 西 三 里 店 37*18.319"N, RE 苹果 2011 08 
Xisanlidian, Yantai, Shandong 120°48. 673'E Adul Apple ! 
1 东 烟 台 福 山 37*31.978'N, 成 虫 ES 
YFS 20 2011.08 
Fushan, Yantai, Shandong 121°12. 106'E Adul Pear 
XQX 22 陕西 咸阳 乾 县 34°51.704'N, Ji 苹果 2013.08 
Qianxian, Xianyang, Shaanxi 108?49. 542'E Adul Apple i 
WCC 2 Dc PT pg ED 35°21. 661'N RE 苹果 2013 08 
Chengcheng, Weinan, Shaanxi 109°52. 492'E Adul Apple ^ 
陕西 榆林 米 脂 36°50. 433'N WE 苹果 
YMZ 20 2013.08 
Mizhi，Yulin ，Shaanxi 110°15. 070'E Adul Apple 
1.3 引物 合成 相关 试剂 均 购 自生 工 生物 工程 (上 海 ) 股 份 有 限 公 





根据 已 有 报道 , 选取 10 对 已 经 应 用 到 其 他 国 
家 巢 小 食心虫 种 群 遗 传 学 研究 的 微 卫 星 引 物 
(Torriani et al., 2010) 以 及 1 x1 3E S t B) fo D 
引物 (Zhou et al., 2005) , 参照 Schuelke(2000) 的 方 
ik, 利用 3 条 引物 PCR 扩 增 各 微 卫星 等 位 基因 , 第 
1 条 引物 为 在 5' 端 加 上 M13 正 向 引物 的 上 游 引 物 ， 
第 2 条 为 不 经 过 任何 修饰 的 下 游 引 物 , 第 3 条 为 5 
端 经 过 羧基 殉 光 酶 (FAM) 修饰 的 M13 序列 。 所 有 
引物 由 生 工 生物 工程 (上 海 ) 股 份 有 限 公司 合成 。 
1.4 PCR 扩 增 及 基因 型 检测 
本 研究 使 用 的 伯乐 C1000 PCR 仪 购 自 美国 伯 
乐 (Bio-Rad) 生 命 医学 产品 ( 上海) 有限 公司 , PCR 



































司 。PCR 反应 体系 的 总 体积 为 25 pL， 其 中 包括 
12.5 uL Taq MasterMix， 上 游 引 物 (10 umol/L)0.5 
pL, 下游 引 物 (10 pmol/L) & M13 引物 (10 nmol 
L) 各 2.0 uL, 模板 DNA 2.0 pL, H,O 6.0 uL, 
PCR 扩 增 反应 由 两 步 PCR 构成 。 反 应 条 件 如 下 : 
95C 预 变性 10 min; 95% ZPE 30 s, 各 引物 特异 退 
火 温度 ( 表 2)45 s, 72C 延伸 45 s, 36 30 个 循环 ; 
然后 95% 变性 30 s, 53°C (M13 序列 特异 退火 温度 ) 
退火 45 s, 72% 延伸 45 s, 共 8 个 循环 ; 最 后 72°C 
补偿 延伸 10 min。 将 PCR 产物 经 1.0% BREDESEN 
昌 泳 检测 扩 增 情况 后 , 将 目标 产物 送 生 工 生物 工程 
( 上海) 股份 有 限 公 司 进行 微 卫 星 分 型 。 
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表 2 用 于 梨 小 食心虫 样本 分 析 的 11 个 微 卫星 位 点 的 特性 
Table 2 Characterization of 11 microsatellite loci for the analysis of Grapholita molesta samples 
位 点 GenBank 登录 号 引物 序列 (5' -3^) 复 结构 退火 温度 (Y ) 
Loci GenBank accession no. Primer sequences Repeat motif Annealing temperature 
Cm01 HMI177459 F: TGCGCTAGGCTCTCAGTTATC (AC)14 56 
s R: ATGCTACATACGCCCAAACC 
F: CTCAGACCTGAGGGAACGA! 
Gm02 HM177460 : (GA)22 56 
R: CAACACACAGTAAGTTGAGTTTTGTC 
Gm03 HM177461 Eo TCOTCAGCAGICAACTACCS (AG)20(CA)2(GA)11 56 
e R: TTGAGTTCGGGAATTGAACC Í i 
F: GGATGACTAAGTAAGCGGATTTC 
Gm04 HM177462 : (TC)10(CC) ( TC) 3( TG) 12 56 
R: CTTTTGGCTAAGGCACCCATC 
Gm05 HM177463 pera ee AMT (CA)7.. (CA)14.. (AC)1I 56 
Dt R: TGAGGACCAAGATGGTAGACAC i n 
Cm06 HM177464 F: CCTATGTCACCAGCCTGAGC (GT)4( ATGA) (TA)3 56 
R: TGTAATACCAGTATCCAATAGTACGAC (TG)2( AGTTA) (GT)12 
Cm07 HM177465 F: GCAGGAAGCGATACTGCAAC (TGTA )6 50 
ii R: GAAGCATCGAACCTTGTCG í 
F: CCTACCCCTCTGGGAAACAG 
Gm08 HM177466 R: CTGGGCATCCTICCGTTAG (GTAT)6 56 
Gm09 HM177467 POP CDU C FIC S TOC ATA (TG)4( AT) (GT)14 56 
AE R: CCGTGGCTGAGGAAGTAAAG i á 
F: GTAGCGTTGACAGGCGTTG 
MI M468 R: TGCGTTTACTTAGAGTATCTGTGC SOUS 39 
Cyd15 AY688628 Pe AACCOTTATAGGATCACITIG ( GTCC)2( GTCR)5 54 
T R: TGTCGAAGCTTAGAAGATTG t g 





1.5 数据 分 析 

利用 GenALEx 6. 501 ( Peakall and Smouse, 
2012) 软 件 计算 各 位 点 及 各 种 群 的 平均 等 位 基因 数 
(mean number of alleles，N,)、 私 有 等 位 基因 数量 
(private number of alleles, P,) .平均 观察 杂 合 度 
(observed heterozygosity, H,) 平均 期 望 杂 合 度 
(expected heterozygosity, H,) 及 近 交 系数 (inbreeding 
coefficient, Fis) ， 并 对 各 位 点 在 不 同 种 群 上 的 基 
型 连锁 不 平衡 (genotypic linkage disequilibrium ) 进行 
了 分 析 ; 利用 ADZE 1.0(Szpiech et al., 2008) 软件 计 
算 各 种 群 的 等 位 基因 丰富 度 (allelic richness, R) 。 利 
用 PIC-Calc 0. 6( Shao et al., 2013) 软件 计算 各 位 点 的 
多 态 信 息 含 量 (polymorphism information content, 
PIC) ; 利用 Micro-Checker 2. 2. 3 ( Oosterhout et al., 
2004) 软 件 对 各 位 点 的 无 效 等 位 基因 频率 (nul allele 
frequency, N,) 进行 分 析 ; 利用 Genepop 4. 0. 1 
( Rousset, 2008 ) 软件 对 各 位 点 的 哈 迪 - 温 伯 格 平衡 
( Hardy-Weinberg equilibrium ) 进行 检验 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 梨 小 食心虫 中 微 卫星 位 点 的 扩 增 效果 及 稳定 
性 分 析 
所 选 的 11 个 微 卫 星 位 点 在 所 有 样本 中 的 PCR 


























扩 增 结果 显示 , 位 点 Gm02, Gm06, Gm07, Gm08, 
Gm09 和 Gml0 等 6 个 位 点 在 各 种 群 中 均 能 稳定 扩 
H, 扩 增 稳定 性 达 94% ~100%, 尽管 有 些 位 点 在 少 
数 个 体 中 无 法 扩 增 , 但 不 影响 总 体 数 据 分 析 ; 位 点 
Gm01, Gm03, Gm04 和 Cyd15 在 各 种 群 中 均 无 法 扩 
增 ; 位 点 Gm05 扩 增 成 功率 比较 低 (22% )( 表 3) 。 
表 3 11 个 微 卫星 位 点 在 梨 小 食心虫 样本 中 
的 扩 增 稳定 性 分 析 
Table 3 The amplification stability of 11 microsatellite 

















loci in Grapholita molesta samples 


成 功 扩 增 的 个 体 数 








位 点 扩 增 成 功率 ( % ) 扩 增 稳定 性 
Number of oro PA T 
Loci PREPARA ME Amplification rate Amplification stability 
amplified individuals 
XH 
Gol 2 0 Unamplified 
Gm02 253 98 稳定 Stable 
无 法 扩 增 
03 9 0 Unamplified 
无 法 扩 增 
Go 1 9 Unamplified 
Gm05 56 22 不 稳定 Unstable 
Gm06 249 97 稳定 Stable 
Gm07 241 94 稳定 Stable 
Gm08 257 100 稳定 Stable 
Gm09 257 100 稳定 Stable 
Gml0 254 99 稳定 Stable 
无 法 扩 增 
qiio d o Unamplified 
































11} AE EN E D AE 1339 
2.2. ANR bR REEI 18 E ERR JC SES SERE A HJJ 8.6388, 其 中 位 点 Gm09 平均 等 位 基因 数 最 


利用 Micro-Checker 分 析 了 稳定 扩 增 位 点 的 无 
效 等 位 基因 频率 情况 ( 表 4), 各 位 点 的 无 效 等 位 基 
因 频 率 范 围 在 0. 020 ~ 0.257 之 间 , 其 中 位 点 Gm06 
的 无 效 等 位 基因 频率 最 高 , 位 点 Gm10 的 无 效 等 位 
基因 频率 次 之 (0. 201 ) , 位 点 Gm07 的 无 效 等 位 基 











2.3 梨 小 食心虫 中 稳定 扩 增 位 点 的 遗传 多 态 性 分 析 
为 了 更 好 地 评价 各 位 点 是 否 适合 我 国 梨 小 食 心 

















虫 的 种 群 遗 传 学 相关 研究 , 将 扩 增 稳定 的 6 个 微 卫 
星 位 点 进行 了 遗传 多 态 性 分 析 。 结 果 显 示 , 各 位 点 
的 平均 等 位 基因 数 ( N,) 范围 为 3.083 ~ 12. 500, 平 























表 4 


高 , 位 点 Gm07 最 低 ; 各 位 点 杂 合子 数 ( Homs) 范围 
为 24 ~161 个 , 纯 合 子 数 (Bens) 为 96 ~217 个 ; 各 
位 点 平均 观察 杂 合 度 ( 及 ,) 范围 为 0.103 ~0.655, 平 
158] 282g tr BE CH.) T.H] Jy 0. 124 ~0.846; 各 位 点 多 








态 信息 含量 (PIC) 范围 为 0. 123 - 0.935; 位 点 Gm07 
的 观察 杂 合 度 和 多 态 信 息 含量 均 很 低 , 分 别 为 0. 103 


和 0.124, 其 在 所 有 种 群 中 只 有 24 个 杂 合 子 , 杂 合 子 
明显 不 足 。 因 此 , 该 位 点 属于 低 度 多 态 性 位 点 , 不 适 
合用 于 种 群 遗传 学 研究 , 而 Gm02, Gm06, Gm08, 
Gm09 和 Gm10 5 个 位 点 具有 较 高 的 遗传 多 态 性 ,可 
以 用 于 梨 小 食心虫 的 种 群 遗 传 学 研究 之 中 。 

















在 不 同 地 区 梨 小 食心虫 样本 中 稳定 扩 增 的 6 个 微 卫 星 位 点 的 遗传 多 态 性 


Table 4 Genetic polymorphism of the six stably amplified microsatellite loci in Grapholita molesta 


samples from different regions 





























平均 等 位 基因 数 。” 纯 合子 数 。” 杂 合子 数 。 平均 观察 杂 合 度 。 平均 期 望 杂 合 度 。 多 态 信 息 合 量 。 无 效 等 位 基因 频率 
位 点 Mean number Number of Number of Mean observed Mean expected Polymorphism Null allelic 
Loci of alleles homozygote heterozygote heterozygosity heterozygosity information content frequency 
Na Homs Hets Ho He PIC N, 
Gm02 7.417 129 124 0.486 0.642 0. 800 0.182 
Gm06 9.500 158 91 0. 366 0.734 0. 827 0.257 
Gm07 3.083 217 24 0.103 0.124 0.123 0.020 
Gm08 8.833 96 161 0.655 0.747 0. 847 0. 109 
Gm09 12. 500 103 154 0. 600 0.846 0.935 0.173 
Gm10 10. 500 127 127 0.514 0.758 0. 886 0.201 
2.4 梨 小 食心虫 中 稳定 扩 增 位 点 的 基因 连锁 情况 分 析 A5 梨 小 食心虫 所 有 种 群 5 个 微 卫星 的 


基于 Fisher 方法 检测 了 筛选 出 的 5 个 多 态 性 较 
好 的 微 卫 星 位 点 的 基因 型 连锁 情况 ,结果 表明 , 各 
位 点 不 存在 显著 的 连锁 情况 , 均 独 立 遗 传 ( 表 5)。 
为 进一步 验证 各 位 点 的 连锁 情况 , 利用 Arlequin 中 
的 基因 型 连锁 不 平衡 检测 程序 对 所 有 位 点 进行 随机 
比较 , 结果 表明 , 在 所 有 120 对 微 卫 星 位 点 中 , 39 
对 微 卫 星 位 点 显示 出 基因 连锁 , 尽管 连锁 不 平衡 位 
点 分 布 广泛 , 但 均 未 表现 出 某 一 位 点 全 部 连锁 。 
2.5 梨 小 食心虫 各 种 群 在 稳定 扩 增 位 点 上 的 哈 迪 - 
温 伯 格 平衡 检验 

利用 Genepop 软件 中 的 马尔 科 夫 链 法 , 并 通过 
显著 水 平 检验 5 个 多 态 性 较 好 的 稳定 扩 增 位 点 是 否 
符合 哈 迪 - 温 伯 格 平衡 。 结 果 显 示 , 5 个 微 卫 星 位 点 
在 12 个 梨 小 食心虫 种 群 中 哈 迪 温 伯 格 平衡 检验 结 
表明 部 分 种 群 均 存 在 不 同 程度 的 偏离 哈 迪 - 温 伯 
格 平衡 ; 进一步 对 各 种 群 的 杂 合 子 进 行 正 合 检验 ， 
发 现 所 有 表现 偏离 哈 温 平衡 的 种 群 均 表现 出 杂 合子 
不 足 现象 ( 表 6)。 
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成 对 位 点 间 遗 传 连锁 分 析 
Table 5 Analysis of disequilibrium of pairwise loci 


across all populations of Grapholita molesta 























成 对 位 点 卡 方 值 自由 度 P fü 
Pairwise loci Chi-square value df P-value 
Gm02 & Gm06 23.808 24 0.473 
Gm02 & Gm08 10.212 24 0.994 
Gm06 & Gm08 22.034 24 0.577 
Gm02 & Gm09 19.778 22 0. 597 
Gm06 & Gm09 26.027 22 0.251 
Gm08 & Gm09 22.556 22 0.427 
Gm02 & Gm10 8.478 24 0. 999 
Gm06 & Gml0 11.928 24 0.981 
Gm08 & Gm10 21.075 24 0.634 
Gm09 & Gm10 12.518 22 0.946 


2.6 基于 微 卫 星 位 点 标记 的 不 同 地 理 种 群 遗 传 多 
态 性 分 析 

利用 Cenepop 软件 对 所 有 样品 微 卫星 数据 进行 
遗传 多 样 性 统计 。 结 果 显 示 , 12 个 梨 小 食心虫 地 理 
种 群 的 平均 等 位 基因 数量 范围 在 7.4 ~15.8 之 间 ; 私 
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有 等 位 基因 数 范围 为 0.6 ~4. 2; 等 位 基因 丰富 度 在 。 期 望 杂 合 度 范 围 为 0.640 ~0. 848, 由 此 可 见 , 山东 和 


1.660 ~1.871 之 间 ; 观察 杂 合 度 范 围 为 0.414 ~0.616; 


表 6 





陕西 梨 小 食心虫 种 群 均 具 有 丰富 的 遗传 多 样 性 ( 表 7) 。 


梨 小 食心虫 各 种 群 在 5 个 位 点 上 的 哈 迪 - 温 伯 格 平衡 P 值 


Table 6 Hardy-Weinberg equilibrium P value in each population of Grapholita molesta at the five microsatellite loci 








位 点 地 理 种 群 Geographic populations 

Loci TNM TSZ TXJ WHS WPY WTY YJP YXS YFS XQX WCC YMZ 
Gm02  0.000** 0.000 0.388 0.644 0.154  0.047*  0.020* 0.000** 0.000** | 0.257 0.339 0.024 * 
Gm06  0.000** 0.000** 0.000** 0.052  Á0.002** 0.001** 0.000** 0.000** 0.000** 0.000** 0.000**  0.000** 
Gm08 0.833  0.001"** 0.352 0.197 0.497  0.000** 0.232  0O.010* 0.126 0.660 | 0.022* 0.039 * 
Gm09  Á0.001** 0.000** 0.027” 0.003** 0.000 0.810 0.303  0.000** 0.000** 0.004** 0.071 0.000 ** 
Gml0  0.001** 0.000 0.027” 0.003** 0.000*"* 0.810 0.303  0.000** 0.000** 0.004** 0.071 0.000 ** 





* 显著 偏离 哈 迪 - 温 伯 格 平衡 Significant departure from Hardy-Weinberg equilibrium; “* 极 显著 偏离 哈 迪 - 温 伯 格 平 衡 Highly significant departure 





from Hardy-Weinberg equilibrium. 





























表 7 基于 5 个 微 卫 星 位 点 标记 的 不 同 地 理 种 群 遗传 多 样 性 统计 
Table 7 Population statistics for Grapholita molesta populations from different regions based on data of five microsatellite loci 
平均 等 位 基因 类 TE YE » TL Zu Be IHZu/-Hr JTAR AGB 
Population Number alleles alleles Alleliç ee heterozygosity heterozygosity coefficient 
Na Pa Ho He Fis 
TNM 22 10.6 1.2 1.800 0.609 0. 807 0.251 
TSZ 22 12.6 4.0 1.800 0.494 0. 834 0.414 
TXJ 22 8.6 0.8 1.816 0.555 0.701 0. 203 
WHS 22 8.2 0.8 1.855 0.518 0.693 0.237 
WPY 22 9.0 1.2 1.718 0.486 0. 722 0.314 
WTY 22 11.4 1.2 1.710 0.564 0.810 0.300 
YJP 19 8.0 1.2 1.743 0.508 0.640 0.170 
YXS 22 15.8 4.2 1.829 0.496 0.848 0.415 
YFS 20 9.8 2.4 1.660 0.540 0.771 0.297 
XQX 22 7.4 0.6 1.871 0.616 0.702 0.147 
WCC 22 7.6 1.0 1.790 0.491 0.682 0.305 
YMZ 20 8.0 1.0 1.709 0.414 0.734 0.432 
aegypti 种 群 遗传 分 化 发 现 , 已 报道 的 位 点 19, GA 
3 讨论 RI C 等 3 个 微 卫星 位 点 可 以 在 所 有 埃及 伊 蚊 样本 


微 卫星 标记 是 种 群 遗 传 学 研究 中 应 用 最 广泛 的 
分 子 标记 之 一 (Bancroft et al., 1995; Darvill et al., 


中 成 功 扩 增 ， 而 位 点 54 和 LF 表现 出 现 明显 的 扩 增 
不 稳定 性 和 较 低 的 遗传 多 态 性 。 门 秋 雷 等 (2012 ) 
利用 欧洲 苹果 堵 蛾 种 群 第 选 的 微 卫 星 位 点 研究 中 





























2006), 但 其 开发 费用 较 高 , 而 且 开 发 新 的 微 卫 星 
需要 较 长 时 间 , 从 已 经 报道 的 同 种 或 者 近 缘 物种 的 
微 卫星 中 筛选 适合 的 微 卫 星 位 点 ,是 目前 党 用 的 方 
法 。 微 卫星 位 点 的 侧翼 区 虽然 在 种 内 具有 高 度 的 保 
守 性 , 但 在 不 同 种 群 ,特别 是 不 同 地 理 种 群 间 也 可 
能 发 生 突 变 ， 从 而 造成 微 卫 星 位 点 扩 增 失败 
(Paetkau and Strobeck, 1995 ) 。 Meglecz 等 (2004 ) 
研究 发 现 ， 鳞 翅 目 昆虫 的 微 卫 星 侧翼 区 较 其 他 昆虫 
如 半 却 目 昆 虫 的 变异 性 更 大 。Rarvel 等 (2002 ) 利用 
16 个 微 卫星 位 点 研究 非洲 西部 埃及 伊 蚊 Aedes 












































苹果 震 蛾 样本 时 ， 发 现 部 分 位 点 存在 扩 增 不 稳定 
性 。 由 于 微 卫星 DNA 侧翼 区 的 保守 性 直接 影响 着 
位 点 的 扩 增 稳定 性 (Moore et al., 1991; Primmer et 
al., 1996) ,因此 必须 运用 较 多 的 样本 , 对 已 经 报道 
的 微 卫星 位 点 进行 筛选 ,以 确定 筛选 的 位 点 是 否 适 
合用 于 特定 的 生物 样本 , 本 研究 分 析 了 已 经 报道 的 
11 对 微 卫 星 引 物 在 我 国 采集 的 257 头 梨 小 食心虫 
样本 中 的 扩 增 稳定 性 和 位 点 多 态 性 情况 , 结果 表 
Hj, 其 中 的 5 个 位 点 (Gm02，Gm06 ，Gm08 ，Gm09 
和 Cml0) 扩 增 效 果 较 好 并 且 多 态 性 丰富 。 本 研究 
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中 发 现 , 采 自 我 国 的 梨 小 食心虫 样本 中 的 微 卫 星 等 
位 基因 片段 大 小 和 欧洲 种 群 中 报道 的 片段 大 小 具有 
一 定 的 差异 ，Gm02，Gm06 和 Gm08 在 意大利 北部 
梨 小 食心虫 样本 中 的 片段 长 度 在 100 bp 左右 
( Torriani et al., 2010) ， 而 本 研究 中 这 3 个 位 点 的 等 
位 基因 有 200 bp 左右 的 较 大 片段 , 这 可 能 是 梨 小 食 
心 虫 不 同 地 理 种 群 之 间 的 差异 或 者 随机 取样 的 差异 
造成 。 

无 效 等 位 基因 的 存在 影响 着 微 卫星 标记 的 应 用 
( 文 亚 峰 等 , 2013 ) 。 本 研究 中 5 个 扩 增 稳定 且 多 态 
性 较 好 的 位 点 在 各 种 群 中 的 无 效 等 位 基因 频率 范围 
为 0.109 ~0. 257, 这 与 已 报道 的 该 虫 的 无 效 等 位 基 
因 频 率 结果 相似 (Torriani et al., 2010; Kirk et al., 
2013)。 大 量 的 研究 表明 , 一 定 程度 的 微 卫星 无 效 
等 位 基因 频率 在 鳞 翅 目 害 虫 中 广泛 存在 ,但 并 不 影 
响 这 些微 卫星 位 点 在 相关 研究 中 的 应 用 (Sarhan， 
2006; Chen and Dorn, 2010; Torriani et al., 2010; 
Kirk et al., 2013) 。 

连锁 不 平衡 是 指 群 体内 不 同位 点 等 位 基因 间 的 
非 随 机 性 组 合 的 关系 。 分 析 连 锁 不 平衡 的 原因 可 能 
包括 交配 体系 .自然 选择 .遗传 搭车 .突变 和 重组 、 随 
机 遗传 漂 变 以 及 基因 流 等 。 本 研究 的 所 有 120 对 微 
卫星 位 点 中 , 39 对 微 卫 星 位 点 显示 出 基因 连锁 。 
虽然 连锁 不 平衡 位 点 分 布 广泛 , 但 不 存在 某 一 位 点 
全 部 连锁 的 情况 , 表明 筛选 出 的 各 位 点 在 我 国 梨 小 
食心虫 基因 组 中 分 布 均 匀 , 世代 传递 过 程 中 相对 独 
ML, 这 一 结果 与 Torriani 等 (2010 ) 对 梨 小 食心虫 欧 
洲 种 群 的 微 卫 星 位 点 连锁 不 平衡 分 析 结 果 相 似 。 

哈 迪 - 温 伯 格 平衡 是 指 在 一 个 随机 交配 的 大 群 
体 中 , 在 没有 选择 、 突 变 、 迁 移 等 因素 的 作用 下 , 基 
因 频 率 和 基因 型 频率 在 世代 间 保 持 恒定 。 本 研究 中 
各 位 点 在 部 分 种 群 表现 出 偏离 哈 迪 - 温 伯 格 平衡 ， 
这 可 能 是 种 群 杂 合子 不 足 造 成 。 已 有 的 研究 发 现 ， 
梨 小 食心虫 和 苹果 雷 蛾 这 类 飞行 能 力 较 弱 的 昆虫 ， 
其 种 群 内 较 高 的 自 交 率 及 种 群 有 限 的 基因 交流 会 导 
致 种 群 偏离 哈 迪 温 伯 格 平衡 (Chen and Dorn, 2010; 
Kirk et al., 2013) , 

等 位 基因 的 数量 和 期 望 杂 合 度 是 用 于 分 析 群 体 
内 遗传 变异 程度 和 微 卫 星 位 点 遗传 多 态 性 的 重要 指 
bs. 等 位 基因 数 容 易 受到 样本 量 的 影响 ( Maudet et 
al., 2002) , 样本 大 小 与 观测 到 每 个 位 点 的 等 位 基 
因数 平均 等 位 基因 数 及 基因 丰富 度 指 数 均 成 显著 
正 相 关 ( 关 路 娜 和 张 德 兴 ,，2004) 。 本 研究 结果 显 
ZR. ARTE d Gm02, Gm06, Gm08, Gm09 和 








































































































Gm10 5 个 位 点 具有 较 高 的 等 位 基因 数量 和 平均 期 
ARAE, 因此 , 这 5 个 微 卫 星 位 点 可 以 进一步 应 
用 于 梨 小 食心虫 的 种 群 遗传 学 研究 中 。 
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